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Propolis je naravna, lepljiva snov, ki jo najdemo v čebeljih panjih. Poznan je predvsem zaradi 
svoje učinkovitosti - ima protivirusne lastnosti, pomaga pri celjenju ran, ščiti razpokano koţo 
idr. Zaradi svoje kompleksne in variabilne sestave je preučevanje njegovih sestavin oteţeno, 
vendar pa vedno bolj zaţeleno. Poleg identificiranja posameznih komponent propolisa se 
večkrat izvajajo tudi testi permeabilnosti spojin, ki jih nanesemo na koţo. V ta namen se 
lahko uporabljajo in vivo ali in vitro testi, najpogosteje pa se v primeru propolisa uporabljajo 
in vitro testi s Franzovimi difuzijskimi celicami, kjer opazujemo prehod sestavin/e iz 
donorske na akceptorsko stran skozi izbrano membrano.  
Namen diplomske naloge je bil razviti HPLC analizno metodo, s katero bi določili vsebnost 
posameznih sestavin propolisa po prehajanju skozi koţo. Pomemben vidik pri razvoju metode 
je izbira pogojev, ki ustrezajo številčnosti in raznolikosti sestavin propolisa in omogočajo čim 
boljšo ločitev na eni ter čim hitrejšo analizo na drugi strani. Metodo smo razvijali postopno - 
preizkusili smo različne mobilne faze, koncentracije spojin, kolone, vse dokler nismo našli 
najboljše kombinacije. Nato smo izvedli poskus, ki je vključeval tri oblike propolisa: tinkturo 
propolisa, mazilo s propolisom ter suh propolis. 
Poskus smo izvajali s Franzovimi difuzijskimi celicami, za membrano pa smo izbrali koţo 
prašičjega uhlja, ker je ta najbolj podobna človeški koţi. Zanimala nas je primerjava 
permeabilnosti sestavin iz različnih donorskih medijev, kakor tudi v kolikšni meri in če sploh 
sestavine prehajajo skozi koţo in katere so te sestavine. Po končani analizi je bilo v 
kromatogramih vidnih preveč vrhov, da bi se lahko osredotočili na vse, zato smo izbrali pet 
večjih dobro ločenih vrhov – pet neznanih sestavin, ki smo jih na akceptorski strani zaznali 
pri večini donorskih medijev in smo jih ţeleli opazovati ter določiti.  
Rezultati eksperimentalnega dela so pokazali, da sestavine propolisa najbolj prehajajo koţo iz 
tinkture in mazila, medtem ko so bile koncentracije na akceptorski strani v primeru suhega 
propolisa komaj zaznavne. S pomočjo spektrov smo uspeli identificirati derivat krisina, pri 
primerjavi ostalih sestavin z retencijskim časi in UV spektri referenc pa nismo bili uspešni. V 
okviru diplomske naloge smo dokazali, da propolis prehaja koţo v pomembnih 
koncentracijah, za bolj podrobne rezultate (identifikacija večjega števila sestavin) pa bi 





Propolis is a natural, sticky substance, found in beehives. It is primarily known for its 
effectiveness – it has antiviral properties, it helps healing wounds and protects cracked skin. 
Due to its complexity and diverse structure, examination of propolis is difficult, but highly 
needed. Tests of permeability through skin are common. In vivo or in vitro tests may be used 
for this purpose. In vitro tests with Franz diffusion cells are more likely to be used in a case 
like ours.  
The purpose of this study was to develop an HPLC analytical method, which would help us 
determine the content of propolis components passing through the skin. The chromatographic 
conditions needed to be optimised for the diversity of propolis components and to provide a 
reasonably good separation in a reasonably fast analysis. For this reason we tested multiple 
mobile phases, concentrations of compounds and different columns, until we found a 
satisfactory combination. Then we carried out an experiment, which included three donor 
solutions: tincture of propolis, propolis ointment and dry propolis.  
The experiment was carried out with Franz's diffusion cells, and because of the similarity to 
human skin, we chose porcine ear skin for the membrane. What we most wanted to see was 
whether the components of propolis permeate through skin at all and if they do, how much 
and what components are those. We also wanted to examine the difference in permeability 
from different donor solutions.  After the analysis there were too many visible peaks in the 
chromatograms to focus on all of them, so we selected five largest and well-separated peaks – 
five unknown ingredients that we were able to detect on most acceptor sides in case of most 
donor solutions. 
The results of the experimental work showed best permeability through skin in the case of 
tincture of propolis and propolis ointment. Permeability from dry propolis was barely 
detectable. Using UV-spectra, we were able to identify the derivative of chrysin.  
This study allowed us to see that propolis permeates in significant concentrations, but for 







Jss             Fluks linearne faze 
Papp         Navidezni permeabilnostni koeficient 
A               Površina membrane, ki je na voljo za difuzijo sestavine 
FC            Franzova difuzijska celica 
HPLC      Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
PAS          Površinsko aktivna snov 
ACN         Acetonitril 
SX            Spojina pri retencijskem času X 
TEWL     Transepidermalna izguba vode 
RT           Retencijski čas 







Koţa je naš največji in najteţji organ s številnimi funkcijami, med katerimi je ena 
pomembnejših zaščita telesa pred zunanjimi dejavniki. Pomembno vlogo igra tudi pri 
izmenjavi snovi, termoregulaciji in pomaga vzdrţevati homeostazo človeškega telesa. Koţa je 
visokoelastičen material, na površini lipofilna, v globljih plasteh pa hidrofilna. V oţjem 
pomenu jo razdelimo na povrhnjico (epidermis), usnjico (dermis) ter podkoţje (subcutis). Z 
vidika kozmetologije je povrhnjica najpomembnejša. Roţena plast predstavlja mrtvi del 
povrhnjice in jo sestavljajo keratinociti brez jedra (korneociti), ki vsebujejo beljakovino 
keratin. Ta plast ne prepušča vode in posledično ščiti telo pred izsušitvijo, hkrati pa zadrţuje 
toploto in preprečuje vdor bakterij v telo. Preden lahko molekula v koţi deluje (lokalno ali 
sistemsko), mora torej preiti povrhnjico. Prehajanje (permeabilnost) je prvi pomemben korak 
za učinkovanje neke snovi, vendar pa zaradi sestave koţe tu večkrat nastane problem (1). 
1.2 ABSORPCIJA in PERMEABILNOST 
 
Difuzija je najpomembnejši mehanizem prehoda spojin skozi koţo. Dermalna absorpcija je 
termin, ki opisuje difuzijo učinkovin skozi koţo.  
Vrednotenje dermalne absorpcije se ponavadi ne izvaja in vivo, saj so testiranja na ljudeh in 
ţivalih pogosto etično sporna. Kot alternativo zato uporabimo in vitro sistem. Ker se 
epidermis obnaša kot pasivna difuzijska pregrada, lahko za in vitro teste uporabimo tudi 
mrtvo koţo (2, 3). 
Dermalna absorpcija zajema tri procese:  
- Penetracijo: Ko učinkovina vstopa v posamezne plasti koţe (npr. v roţeno plast) 
- Permeacijo: Prehod učinkovine med plastmi, ki so strukturno in funkcionalno 
različne 
- Absorpcijo: Ko spojina preide v krvoţilni ali limfni sistem (2) 
 
Rezultate in vitro dermalne absorpcije lahko podamo na različne načine. Podamo jih lahko kot 
deleţ absorbirane snovi (%, ki pride skozi koţo v nekem času), fluks linearne faze (Jss) ali 
navidezni permeabilnostni koeficient (Papp). 
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Deleţ absorbirane snovi 
Količino substance, ki preide skozi membrano v določenem času (dQ/dt), lahko izračunamo iz 
koncentracije te snovi v akceptorskem mediju (4). 
   Enačba 1                Qt  = (∑         
 
    + Ct × VA 
 
Qt . . . količina preiskovane spojine, ki difundira v času t [g] 
Vs . . . volumen vzorca (volumen, ki smo ga odvzeli v vsaki časovni točki) [µL] 
Ci . . . koncentracija, izmerjena v predhodnih vzorcih [mg/L]  
Ct . . . koncentracija v času t [mg/L] 
VA . . . volumen akceptorske raztopine [mL]   
 
Ker vemo, da je koncentracija na donorski strani mnogo večja od koncentracije na 
akceptorski, lahko količino substance, ki difundira v določenem času, zapišemo z enačbo 
konstante difuzije (enačba 2). Kd je konstanten ne glede na koncentracijo (uporabimo 
neskončen odmerek). Kd lahko dobimo tudi z linearno regresijo t.i. »steady state« območja v 
grafu naraščanja mnoţine snovi v odvisnosti od časa. Pri tem se začetni – nelinearni del grafa 
ne upošteva, saj se hitrost prehajanja snovi v začetnih fazah poskusa spreminja (4). 
  
  
 =  k × (Cd – Ca) = kd  oz.   
  
  
 = kd 
Enačba 2                   
  
  
 = kd 




Slika 1: Primer naraščajoče količine snovi v odvisnosti od časa & primer lag faze 
 
Fluks linearne faze 
Fluks (Jss) izračunamo z uporabo 1. Fickovega zakona v območju t.i. »steady state« (stanja, 
ko je vzpostavljeno dinamično ravnovesje) in nam pove količino snovi, ki prehaja membrano 
s konstantno hitrostjo. Za izračun potrebujemo naklon linearne regresijske premice ter 
površino membrane, ki je na voljo za difuzijo preiskovane spojine (A) (4). 
Enačba 3               Jss = 
  
 
               Jss . . . fluks [nmol/(h cm2) 
                                                          Kd . . . naklon linearne regresijske premice [mol/h] 




Navidezni permeabilnostni koeficient 
Pri poskusih s Franzovimi difuzijskimi celicami (FC) se velikokrat uporablja navidezni 
permeabilnostni koeficient (Papp) za podajanje oz. napoved dermalne absorpcije. Papp je 
parameter, ki predstavlja lastnosti membrane. Določen je kot pretok spojine iz donorskega 
medija v akceptorski medij s predpostavko, da je koncentracija spojine v akceptorskem 
mediju zanemarljiva (t.i. »sink« pogoji). Na ta način torej upoštevamo samo koncentracijo 
snovi v donorskem predelu, ki pa jo poznamo (enačba 4) (4). 
Enačba 4            Papp = 
   
  
           Papp . . . navidezni permeabilnostni koeficient [cm/s] 
                                                         Jss . . . . fluks [nmol/h × cm
2
) 





Ime propolis izvira iz grščine, «pro» = pred, «polis» = mesto (oz. panj). Pomen pred mestom 
(v tem primeru pred panjem) predstavlja njegovo zaščitno vlogo. Propolis je naravna, vosku 
podobna snov, ki jo najdemo v čebeljih panjih (5). Zaradi svoje lepljive in voskaste narave ga 
čebele uporabljajo za zapiranje razpok in vmesnih prostorov ter tesnjenje sten v panju. Pri 
povišani temperaturi je propolis mehak in zelo lepljiv, ko pa ga ohladimo ali celo zamrznemo, 
postane trden in krhek. Njegova barva je lahko od rumeno-zelene do rjave in rdečkaste, 
odvisna pa je predvsem od botaničnega izvora in starosti (6). Sprva so menili, da ima propolis 
zelo kompleksno, vendar konstantno sestavo. Danes vemo, da temu ni tako, torej, da je 
kemijska sestava propolisa zelo variabilna. Pribliţno polovico njegovih komponent 
predstavljajo smole, ki vsebujejo flavonoide ter fenolne kisline, medtem ko čebelji vosek, 
hlapne snovi in cvetni prah predstavljajo pribliţno 30 %, 10 % in 5 %. Sestava propolisa je 
zelo odvisna od rastlin, ki jih najdemo okoli panja ter od geografskih in klimatskih pogojev. 
Različne vrste propolisa najdemo v različnih krajih po svetu, vsi pa se med seboj razlikujejo v 
sestavi. Flavonoidi so zelo pogosto glavna komponenta propolisa, ne glede na lokacijo. 
Podrobnosti so prikazane v preglednici I (5). 
Preglednica I: Prikaz sestave različnih tipov propolisa 
TIP PROPOLISA GEOGRAFSKA LEGA GLAVNE 
KOMPONENTE 
Topolov Evropa, Severna Amerika, 
ne-tropski predeli Azije, 
Nova Zelandija 
Flavoni, flavanoni, 
cimetova kislina in njeni 
estri 
Zeleni (Brazilski) Brazilija Fenolne kisline, flavonoidi 
Brezov Rusija Flavoni in flavonoli 
Rdeč Juţna Amerika Izoflavonoidi, izoflavoni 
Mediteranski Sicilija, Grčija, Malta Diterpeni 
 
Propolis je danes najbolj poznan zaradi vsestranske uporabe. Njegova paleta uporabnosti 
zajema antiseptične, antibakterijske, antimikotične, protivnetne, antioksidativne, proti 
tumorske in protiglivične učinke. Uporabljen je v različnih formulacijah, ki vključujejo 
mazila in kreme. Uporablja se tudi pri celjenju ran, zdravljenju opeklin, teţavah s koţo in 
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razjedah. Prav tako ga najdemo v pripravkih proti astmi, v pripravkih za zdravljenje dlesni in 
ustne votline ter v zobnih pastah. Zaradi vsestranske uporabe in uspešnih aplikacij se je v 
zadnjih letih povečalo zanimanje za njegovo kemijsko sestavo, vendar je kljub temu na tem 
področju še vedno dokaj malo raziskav. Razlog za to je v tem, da je zaradi kompleksne in 
variabilne sestave teţko ločiti in identificirati vse njegove komponente in ugotoviti, kako 
delujejo. Kljub temu obstajajo določene spojine, ki so največkrat prisotne v propolisu. To so 
krisin, kvercetin, ferulna, kumarinska ter kavna kislina, kemferol, pinocembrin ter galangin. 
Antibakterijsko delovanje propolisa pripisujejo pinocembrinu in galanginu, ki naj bi 
predstavljala pribliţno 50 % vseh flavonoidov v propolisu (5,6). 
Za analizo spojin v propolisu se uporabljajo številne analitske metode, med najpogostejšimi 
pa so spektrofotometrija, tankoplastna kromatografija, GC-MS (plinska kromatografija 
sklopljena z masno spektrometrijo) in tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC), ki 
jo delimo na normalnofazno in reverznofazno. Slednja se za analizo flavonoidov največkrat 
uporablja (7). 
1.4 NARAVNE IN UMETNE MEMBRANE 
 
Za in vitro poskuse pridejo v poštev tako umetne kot naravne membrane, vendar so umetne 
bolj primerne za oceno dermalne absorpcije. Največkrat se v te namene uporablja ţivalska 
koţa, saj je uporaba človeške koţe etično sporna. Zaradi svoje razpoloţljivosti je to velikokrat 
koţa glodavcev (miši, podgane). Prednosti teh ţivali so njihova majhnost, enostavno ravnanje 
in relativno nizki stroški, problem pa je, da je permeabilnost veliko večja kot v primeru 
človeške koţe. Tega problema ni pri koţi prašičjih uhljev, zato se največkrat uporablja prav 
ta. Poleg tega je sestava njihove koţe najbolj podobna človeški, sploh v debelini roţene plasti, 
epidermisa, številu (ne pa tudi debelini) dlak in strukturi izvodil. Podobna pa je tudi struktura 
kolagenskih vlaken in ţilnega spleta v dermisu ter vsebnost glikosfingolipidov in ceramidov v 
roţeni plasti (2, 8). 
Med umetne membrane štejemo filtrske in polimerne. Njihova prednost je predvsem ta, da so 
laţje dostopen vir, cenejše in strukturno enostavnejše. To pomeni, da se lahko obseţnejše 




1.5 FRANZOVE DIFUZIJSKE CELICE 
 
Uporaba statičnih difuzijskih celic za in vitro študije permeabilnosti koţe je vedno bolj 
popularna, saj omogoča vpogled v odnose med koţo, izdelkom in formulacijo. Tovrstno 
testiranje je primerno tako v procesu načrtovanja in razvoja novih formulacij kot tudi za 
pregled toksičnosti in kakovosti (9). Franzova difuzijska celica je sistem, sestavljen iz 
donorskega dela, membrane ter akceptorskega dela. V donorskem delu je vzorec, katerega 
permeabilnostne lastnosti preiskujemo. Raztopljen je lahko v fiziološkem pufru ali pa je 
vgrajen v formulacijo. Med donorski in akceptorski del namestimo membrano (koţo) ter 
sistem dobro zatesnimo, da vzorec iz donorske strani ne uhaja. Akceptorski del je ponavadi 
napolnjen s pufrom (pH= 7,4), kar ustreza fiziološkemu pH, pomembno pa je, da je vzorec v 
njem dobro topen. Med izvajanjem poskusa je treba zagotavljati sink pogoje, kar pomeni, da 
koncentracija v akceptorskem delu ne sme preseči 10 % nasičene topnosti. Na ta način se 
izognemo prehitremu nasičenju spojine na akceptorski strani (ko snov ne more več prehajati 
iz donorske na akceptorsko stran), saj pod takimi pogoji snov, ki je ţe prišla v akceptorski 
medij, ne vpliva na prehajanje preostale spojine iz donorske strani. Poleg tega sink pogoji 
omogočajo tudi prehod zelo lipofilnih spojin. S tem razlogom akceptorski raztopini dodamo 
različna sotopila oz. površinsko aktivne snovi (PAS), tj. pomoţno snov, ki pa ne sme imeti 
vpliva na stanje koţe (2). Poskusi s FC se izvajajo različno dolgo, prav tako pa se tudi 
rezultati interpretirajo odvisno od ciljev in snovi, s katerimi se dela ter membran, ki so tekom 











1.6 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) je danes najbolj zanesljiva separacijska 
analitska metoda, ki omogoča kvantitativno in kvalitativno analizo flavonoidov, prisotnih v 
različnih rastlinskih materialih, sadju, pijačah, medu in propolisu. Gre za kromatografsko 
metodo, ki temelji na ločevanju spojin zaradi različno dolgega zadrţevanja na stacionarni fazi. 
Spojine se na stacionarni fazi zadrţujejo določen čas in se eluirajo ob za njih značilnih 
retencijskih časih (RT). Identifikacija flavonoidov, ločenih z metodo HPLC, je ponavadi 
izvedena tako, da dobljene RT primerjamo z RT avtentičnih vzorcev (internega standarda). 
Dodatna potrditev je moţna s primerjavo UV-Vis spektrov. Spojine zaznamo z uporabo 
različnih detektorjev, med njimi najbolj priljubljen in pogosto uporabljen pa je UV-VIS 




2. NAMEN DELA 
 
Glavni namen diplomskega dela je razviti metodo, s katero bi opazovali prehajanje sestavin 
propolisa skozi koţo prašičjega uhlja in vitro. Poskusili bomo, ali je moţno izmeriti in 
izračunati permeabilnost posameznih sestavin skozi koţo in če je, kakšne so te vrednosti. 
Poleg tega bomo poskusili določiti (identificirati) te spojine. V primeru, da to ne bo moţno, 
pa bomo prikazali dobljene permeabilnosti na osnovi retencijskih časov. 
Za poskus bomo uporabili tri različne nanose propolisa na koţo: tinkturo, mazilo ter posušeno 
tinkturo (suh propolis). Z uporabo Franzovih celic bomo poskusili izmeriti permeabilnost 
skozi koţo. V primeru, da nam bo to uspelo iz vseh treh načinov nanosa, bomo rezultate med 
seboj primerjali. Kjer bo mogoče, bomo rezultate podali kot navidezni permeabilnostni 
koeficient ali pa vsaj kot deleţ spojine, ki preide koţo v določenem času.  
Ker je propolis kompleksna zmes velikega števila sestavin, bo najprej treba razviti HPLC 
analizno metodo, ki bo omogočila čim boljšo ločitev teh spojin v čim krajšem času in na čim 









Modelne spojine Dobavitelj 
Propolis tinktura Medex d.o.o. 
Propolis mazilo Medex d.o.o. 
Kemferol Medex d.o.o. 
Naringin Medex d.o.o. 
Pinocembrin Medex d.o.o. 
Galangin Medex d.o.o. 
Kavna kislina Medex d.o.o. 
Krisin  Medex d.o.o. 
Ferulna kislina Medex d.o.o. 
 
Raztopine in kemikalije Proizvajalec 
Fosfatni pufer  
NaCl  
 
Merck KgaA, Nemčija 
KCl 
NaH2PO4 × H2O 
Na2HPO4 × 2H2O 
0,1 % metanojska kislina – mobilna faza  
HCOOH Merck KgaA, Nemčija 
Organski modifikator  





Analizna tehtnica Mettler Toledo-Delta range, Švica 
Avtomatska pipeta Eppendorf Research, Nemčija 
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Franzove celice Šuluran Medulin, Slovenija 
HPLC Agilent Technologies 1100 Series, Nemčija 
HPLC kolona Luna, C8, 3 μm, 4,6 × 150 mm 
Termostatirano mešalo IKA RET Control/t, Keison international 
Ltd., VB 
pH-meter Mettler Toledo, Švica 
Ultrazvočna kadička Bandelin Sonorex  
Spektrofotometer Agilent Technologies, ZDA 
Centrifuga Eppendorf, Nemčija 
 
3.2 PRIPRAVA RAZTOPIN 
 
MOBILNA FAZA 
Kot mobilno fazo smo uporabili 0,1 % (v/v) vodno raztopino metanojske kisline. Pripravili 
smo jo tako, da smo v 1 L ultra čiste vode dodali 1 mL metanojske kisline in dobro premešali.  
 
FOSFATNI PUFER 
Fosfatni pufer smo pripravili tako, da smo v 1 L merilno bučko kvantitativno prenesli 8 g 
NaCl, 0,2 g KCl, 0,276 g NaH2PO4 × H2O in 1,424 g Na2HPO4 × 2H2O ter dopolnili do 
oznake s prečiščeno vodo, pH raztopine pa smo prilagodili na 7,4 z dodatkom 1 M NaOH ali 
1 M HCl.  
 
AKCEPTORSKI MEDIJ 
Za pripravo akceptorskega medija smo v 50 mL bučko dodali 0,5 mL Tween 80 ter dopolnili 
do oznake s fosfatnim pufrom. Tween 80 deluje kot solubilizator in ga dodamo zato, da 
izboljšamo sink pogoje za slabo topne spojine. 
 
PREVERJANJE STABILNOSTI RAZTOPIN 
Preverili smo stabilnost redčene tinkture propolisa proti obarjanju – zanimalo nas je, če po 
redčenju v vodi, etanolu ali ACN tinktura ostane stabilna. V vodi in 96 % EtOH je prišlo do 
obarjanja, medtem ko je v ACN redčena tinktura ostala stabilna. Ţeleli smo potrditi še 
odsotnost obarjanja posameznih sestavin propolisa po redčenju, preden smo dokončno izbrali 
ACN za mobilno fazo. Tudi posamezne sestavine so bile v ACN stabilne, zato smo jih redčili 
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do koncentracije γ = 5 mg/mL z 20 % ACN (da vzorec ni močnejši od mobilne faze) ter jih 
pomerili s HPLC metodo. Valovno dolţino detekcije smo nastavili na 280 nm, ker pri tej 
valovni dolţini absorbirajo različne fenolne skupine (11). Pretok je bil 1 mL/min, temperatura 
30 °C (kasneje 50 °C), mobilna faza pa je bila sestavljena iz dveh delov in sicer iz 0,1 % 
vodne raztopine metanojske kisline (A) in ACN (B) (11). Na ta način smo dobili podatke o 
RT, oblikah vrhov in morebitnem prekrivanju posameznih spojin, ti rezultati pa so nam 
kasneje tudi pomagali pri spreminjanju in prilagajanju parametrov ter razvijanju čim bolj 
optimalne HPLC metode. Za vsako spojino smo pridobili tudi spektre, ki smo jih kasneje 
primerjali s spektri spojin, ki so prišle skozi koţo.  
 
3.3 DONORSKI MEDIJ 
 
Propolisa za preučevanje ni mogoče uporabiti v surovi obliki. Potrebno ga je prečistiti z 
ekstrakcijo s topili. Največkrat se za to uporablja ekstrakcija s 70 % ali 80 % etanolom. V 
večini študij, narejenih do sedaj, so uporabljali surov propolis. Analiza le-tega je bolj pogosta 
kot analiza komercialnih pripravkov propolisa (12). Ne glede na to smo se mi odločili za 
preučevanje pripravkov, namenjenih za uporabo na koţi. Razlog za to je predvsem, da nas je 
zanimalo, v kolikšni meri prehajajo skozi koţo sestavine propolisa iz različnih pripravkov oz. 
po različnih načinih nanosa in ne toliko, katere komponente lahko identificiramo v vzorcu 
samega propolisa.  
Uporabili smo pripravka s propolisom 
 Mazilo s propolisom (3,5 % 70 % ekstrakta propolisa) 
 Tinktura propolisa (10 % propolis v 80 % etanolu) 
Učinkovitost prehajanja tinkture smo preverjali na dva načina. V prvem primeru smo 
preprečili izhlapevanje topila iz vzorca na donorski strani, v drugem primeru pa smo pustili, 
da etanol izhlapi – preučevali smo prehajanje spojin iz suhega propolisa skozi koţo, ki je bila 
navlaţena le s spodnje – akceptorske strani. Uporabili smo neskončni odmerek donorske 
raztopine.  
Kot referenco za oceno deleţa prehoda posamičnih spojin smo uporabili tinkturo propolisa, ki 
smo jo 10 000× redčili (najprej 100× redčitev v 96 % EtOH in nato 100× redčitev v 20 % 




Vse izdelke smo dobili iz podjetja Medex d.o.o. Geografsko poreklo propolisa je evropsko. 
3.4 RAZVOJ ANALIZNE METODE: 
 
Med razvojem HPLC metode smo raziskali različne kromatografske pogoje kot so kolona, 
gradient, mobilna faza in pretok, z namenom doseči idealno razmerje med učinkovitostjo 
ločbe in časom. Pri tem smo se oprli na pogoje iz doslej ţe izvedenih študij, ki smo jih nato 
prilagodili. Propolis je zmes različno polarnih oz. nepolarnih snovi, zato smo uporabili 
gradientno elucijo. Pri tej analizi se s časom spreminjata deleţ šibkega (voda ali pufri) in 
močnega topila (organski modifikator). Preizkusili smo različne gradientne programe, da bi 
dosegli čim boljšo ločitev sestavin in da bi bila ponovljivost čim večja v primeru, ko bi delali 
z velikim številom vzorcev (13). 
3.5 REDČITVE DONORSKE RAZTOPINE 
 
Pripravili smo redčitve donorske raztopine (tinkture) in jih pomerili s HPLC metodo. 
Zanimalo nas je, kakšna je povezava med površino vrhov in redčitvijo in če z redčenjem pride 
do izgub delov sestavin (npr. če pride do obarjanja, vezave na steklovino idr.) Pripravili smo 
enajst redčitev tinkture s 96 % etanolom, nato pa vsako posamezno redčitev redčili z 
akceptorsko raztopino za faktor redčenja 50. Podrobnosti so prikazane v tabeli. 
 
 Tinktura: 0,1 g/mL propolisa (deleţ ekstrakta) – donorska raztopina 











Preglednica II: Prikaz priprave redčitve tinkture propolisa  
Redčitev tinkture [%] 
Redčitev z akceptorsko 
raztopino 






























Po pripravi smo vzorce centrifugirali. Zanimala nas je namreč zgolj koncentracija raztopljenih 
sestavin propolisa brez neraztopljenih delcev. Najprej smo jih centrifugirali na 3500 obratih 
10 minut ter jih pustili stati čez noč, vendar so bili nekateri vzorci naslednji dan še vedno 
motni. Po 20-minutnem centrifugiranju na 16000 obratih so bile vse raztopine bistre. Da bi se 
prepričali, smo izmerili absorbanco vsakega vzorca pri visokih valovnih dolţinah (600-800 




4. POTEK POSKUSA 
4.1 PRIPRAVA KOŽE in PREDINKUBACIJA 
 
Za poskus smo uporabili koţo zamrznjenih prašičjih uhljev ţivali, ki so bile usmrčene v 
prehrambne namene. Uhelj smo odmrznili in ga dobro ter previdno očistili z zloţencem in 
vodo ter postrigli dlake. Nato smo s skalpelom previdno ločili koţo od hrustanca, pri tem pa 
pazili, da nismo ranili površine koţe. Poleg tega smo odstranili tudi podkoţno maščobo, ki bi 
lahko motila difuzijo v akceptorski medij. Celice smo napolnili z akceptorskim medijem in 
dodali magnetno mešalo. Najbolj primerne kose koţe smo nato vpeli med donorski in 
akceptorski del Franzove difuzijske celice ter oba dela fiksirali s priţemo. Ko smo preverili, 
da na spodnji strani koţe ni bilo mehurčkov, smo celice čez noč postavili v vodne kopeli pri 
37 °C in mešanju s hitrostjo 800 min
-1
. Ta proces imenujemo predinkubacija in je pomemben 
zato, da se v koţi vzpostavi koncentracijski gradient in da se koţa ponovno hidratira (da se 
pribliţamo stanju in vivo), poleg tega pa se tekom predinkubacije koţa tudi očisti – če so 
prisotne nečistoče, le te preidejo v akceptorski medij.  
 
 







4.2 FRANZOVE CELICE 
 
Uporabili smo 12 Franzovih celic, po štiri za vsak donorski medij. Celice smo izbrali tako, da 
je brušeni del vratu donorskega dela čim bolj sovpadal z brušenim delom akceptorskega dela. 
Oštevilčili smo jih od 1 do 12 in jim izmerili volumen akceptorskega dela. Nato smo celice 
razvrstili v 3 kristalizirke, napolnjene z vodo, ki se med poskusom ne sme dotikati koţe.  
4.3 PILOTNI POSKUS 
 
Pred izvedbo pravega poskusa smo izvedli pilotni poskus, s katerim smo prišli do ugotovitev, 
na podlagi katerih smo kasneje lahko izpopolnili pravi poskus.  
Vzorčili smo v trinajstih časovnih točkah: 0 min, 30 min, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 24h. 
Vzorce smo po koncu meritev pomerili s HPLC metodo. Rezultati meritev niso bili v skladu s 
pričakovanji. Pričakovali smo namreč linearno povezavo med koncentracijo sestavin in 
površino vrhov, rezultati pa so pokazali začetno naraščanje površin, nato pa izrazit padec. 
Razlog za to bi lahko bilo obarjanje zaradi nasičenja akceptorskega medija, v katerem so 
preiskovane spojine lahko veliko slabše topne, kot v donorskem mediju. To se lahko zgodi v 
primeru, ko so spojine tako permeabilne, da v kratkem času preidejo skozi koţo v akceptorski 
medij. Opazili smo tudi, da se veliko snovi izloči ţe pred 1 uro – v pravem poskusu smo zato 
vzorce na začetku poskusa vzeli bolj pogosto. 
4.4 IZVEDBA POSKUSA 
 
Na dan poskusa smo zamenjali akceptorski medij ter na mesto vzorčenja nanesli donorske 
raztopine. V prve 4 celice smo ţe tekom predinkubacije nanesli tinkturo propolisa ter pustili 
čez noč, da je ves etanol izhlapel in je ostal le suh propolis. V preostale celice smo na dan 
poskusa nanesli po 1 mL tinkture propolisa (v 4 celice) in mazila (v druge 4 celice) ter dobro 
zatesnili donorski del, da raztopina ni izhlapevala. Vzorčili smo v petnajstih časovnih točkah: 
10 min, 20 min, 30 min, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 24h. V vsaki časovni točki smo s 
pipeto iz akceptorskega dela odvzeli 250 μL vzorca in odvzeti del nadomestili s sveţim 
medijem, da smo ohranjali volumen. Na ta način tudi pripomoremo k vzdrţevanju »sink« 
pogojev. Vzorce smo zbirali na mikrotitrski plošči in jih po končanem poskusu pomerili s 
HPLC metodo. Med meritvami posameznih vzorcev smo vsakič injicirali 20 % ACN, da se je 
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kolona sprala in so bili rezultati zanesljivi za vsako časovno točko posebej.  Posneli smo tudi 
kromatogram 10000× redčene tinkture in pridobili kromatogram, prikazan na sliki 4.  
 
 




5.1 Umeritvena premica 
 
Za izdelavo umeritvenih premic je treba poznati koncentracije sestavin, ki jih opazujemo – na 
ta način lahko točno vemo, kako se koncentracija skozi čas spreminja. Edina koncentracija, ki 
smo jo poznali, je bila koncentracija celokupnega propolisa v donorski raztopini (10 % suhega 
propolisa), medtem ko koncentracije posameznih sestavin propolisa znotraj te tinkture nismo 
poznali. Do umeritvene premice smo prišli tako, da smo pogledali, kolikšen deleţ površine 
(%) posamičen opazovan vrh predstavlja v celotnem kromatogramu in na podlagi tega prišli 
do iskane vrednosti. Primer je prikazan spodaj.  
 
cy = X(S12) × 0,1 × %/100 × 1/50 
 
Pri čemer; 
cy predstavlja koncentracijo posamezne sestavine pri določenem RT 
X(S12) predstavlja deleţ površine vrha S12 v celotnem kromatogramu 
0,1 = koncentracija donorskega medija (tinkture) v g/mL 
%/100 predstavlja posamezno redčitev (za pripravo um. premic naredimo več redčitev, da 
pridobimo različne koncentracije propolisa v tinkuri). Podrobnosti so prikazane v preglednici 
II) 
1/50 predstavlja 50× redčitev z akceptorsko raztopino 
S pomočjo izračunov vsebnosti posamičnih spojin na osnovi umeritvenih premic in 




5.2 Razvoj HPLC analizne metode 
 
Cilj je bil razviti metodo, ki bo omogočala čim boljšo ločitev in čim boljše opazovanje 
sestavin propolisa. Pri razvijanju metode smo se oprli na pogoje, opisane v doslej izvedenih 
študijah (12), ki smo jih nato prilagajali, dokler nismo dobili zadovoljivih rezultatov. Za 
analizo propolisa se največkrat uporablja reverznofazna HPLC, sledi pa ji LC-MS metoda. 
GC-MS se uporablja bolj redko, saj propolis ne vsebuje dovolj hlapnih sestavin za direktno 
analizo (11). Pri izbiri kolone smo začeli s preizkušanjem kolon tipa C18, saj naj bi te bile 
najbolj primerne za delo s propolisom (11). Kot prvo smo preizkusili kolono LUNA C18, 250 
× 4,6 mm, 5 µm. Ob pogojih, navedenih v preglednici IV, smo s to kolono dobili lepe vrhove, 
vendar pa so se vsi vrhovi izločili ţe hitro po začetku analize. Ţeleli smo si podaljšati 
zadrţevanje polarnih snovi oz. prej izločati nepolarne, zato s to kolono nismo nadaljevali dela. 
S kolono hyperclone 3µ BDS C18 130A, 150 × 4,6 mm nismo bili zadovoljni, saj vrhovi niso 
bili tako čisti kot s prvo kolono. Kot najboljša izbira se je pokazala kolona Luna C8, 3µ, 150 
× 4,6 mm, s katero smo dosegli najboljše ločevanje vrhov ob sprejemljivem času analize. S to 
kolono smo kasneje izvajali vse meritve poskusa, z mobilno fazo iz 0,1 % vodne raztopine 
metanojske kisline (A) in spreminjajočega se deleţa acetonitrila (B) po časovnem programu, 
prikazanem v preglednici II. Pretok je znašal 1 mL/min, temperaturo kolone pa smo nastavili 
na 50 °C. Kot ţe omenjeno, smo eluirane spojine opazovali pri valovni dolţini 280 ± 32 nm. 
Ker nekatere fenolne spojine pokaţejo več absorpcijskih maksimumov, smo z ţeljo po laţji 
identifikaciji uporabili UV-Vis detektor z nizom diod. Uporaba tega detektorja je dobra tudi 
zato, ker nudi kromatograme pri različnih valovnih dolţinah v kombinaciji z absorpcijskim 
spektrom vsake posamezne eluirane sestavine. Na ta način lahko primerjamo spektre in RT 
neznanih spojin s tistimi, pridobljenimi po injiciranju standardov, in morda identificiramo 
neznane spojine (12). 











Preglednica III: Časovni program spreminjanja sestave mobilne faze. 








Preglednica IV: Pogoji meritev 
Mobilna faza   Pretok Temperatura kolone Valovna d. 
detekcije 
0,1 % H2O raztopina 
metanojske kisline + 
ACN z metanojsko 










Slika 4: Kromatogram 100× redčene tinkture propolisa na osnovi DAD meritev: zeleno – 
čisti vrhovi, rdeče – verjetno več spojin v vrhu 
 
































































































































Iz kromatograma raztopine pri 280 nm je razvidnih veliko odzivov, kar pomeni, da vzorec 
tinkture vsebuje različne komponente. To se ujema z dejstvom, da so v ţe izvedenih študijah s 
propolisom dokazali prisotnost nekaterih sestavin propolisa, kot so npr. krisin, kvercetin, 
galangin, idr. (6, 7). Ker ne bi bilo mogoče, da bi spremljali vse, smo si za delo izbrali 6 
najlepše vidnih vrhov. Kot vidimo iz slike 4, posamezni vrhovi najverjetneje predstavljajo več 
spojin. Identifikacijo le-teh bi lahko dosegli s primerjavo njihovega obnašanja v 
kromatogramih in UV-spektrov z referenčnimi sestavinami, tj. čistimi izoliranimi 
komponentami propolisa. Kadar standardi niso na voljo, lahko identifikacijo poskušamo 
izvesti s pomočjo LC-MS sistema z zelo natančnim določanjem mase (HRMS – High 
Resolution Mass Spectrometry). To je sistem, s katerim bi laţje premagali teţko nalogo 
kemičnega profiliranja propolisa. Če bi to uspelo, bi dobili bolj podroben pregled nad tem, 
katere sestavine propolisa so tiste, ki najbolj penetrirajo koţo (7, 12). 
Ker smo za nekatere sestavine imeli standarde, smo poskušali identificirati spojine s pomočjo 
primerjave UV spektrov in retencijskih časov, vendar nismo bili najbolj uspešni. Ujemanja so 
bila slaba oz. ne dovolj zanesljiva, da bi lahko zgolj na podlagi spektra trdili, za katero 
komponento propolisa gre. Zato smo vrhove poimenovali kar na podlagi njihovih RT ter pri 
preučevanju permeabilnosti spremljali posamezne vrhove oz. njihov prehod skozi koţo v 
obliki Papp ali koncentracije. Pri tem smo se zavedali, da lahko določen vrh predstavlja eno 
ali več spojin.  
 
Problem, na katerega smo tekom dela naleteli, je nepoznavanje sestave donorske raztopine oz. 
na koţo nanešenega pripravka. Vemo pa, da so razmerja med vrhovi enaka tako v testnih 
pripravkih iz propolisa, kot v razredčeni tinkturi, ki je predstavljala referenčno raztopino. 
Vsak vrh (spojina/e) v kromatogramu referenčne raztopine predstavlja le del celotnega 
ekstrakta in prave koncentracije ne poznamo, vendar pa za računanje permeabilnostnih 
koeficientov ta sicer bistven podatek lahko nadomestimo z deleţi posamičnih vrhov v 
celotnem propolisu in celokupno koncentracijo propolisa. Da bi vedeli, kakšen deleţ 
predstavlja spojina z določenim RT v referenčni raztopini, smo si pomagali s kromatogramom 
na Sliki 5 in za vsako opazovano spojino pogledali površino vrha (%, ki ga spojina zavzame v 
celotnem ekstraktu). S tem smo lahko nadomestili donorsko koncentracijo za posamezen vrh, 
kar nam je omogočilo nadaljnje računanje. V primeru mazila kot donorskega medija ne 
poznamo neposrednih odzivov, saj mazilo ni primerne sestave za meritev s HPLC - poznamo 
pa deleţ oz. koncentracijo suhega propolisa v mazilu. Na ta način iz odzivov po meritvi 
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tinkture lahko izračunamo tudi, kakšni bi bili odzivi za mazilo, če bi le-to lahko neposredno 
merili. Primer izračuna za vsako donorsko koncentracijo je podan v prilogi. 
 
 
Slika 5: Kromatogram 10000× redčene tinkture propolisa 
 
5.3 Permeabilnost posameznih sestavin propolisa 
 
Da bi lahko zanesljivo določili dobro ali slabo permeabilnost sestavin propolisa, smo pred 
izvedbo glavnega poskusa za primerjavo pripravili donorske raztopine minoksidila, 
imidakloprida in diklofenaka, saj je bilo za te spojine v dosedanjih študijah ugotovljeno, da 
dobro prehajajo koţo (14). V primeru, da bi jih lahko uporabili kot interne standarde za 
visoko permeabilnost, bi si lahko zagotovili laţjo primerjavo in interpretacijo dobljenih 
odzivov. Pripravili smo 10 mM raztopino omenjenih spojin v akceptorskem mediju. Analiza 
je pokazala, da se minoksidil po HPLC analizi z metodo optimizirano za ločevanje sestavin 
propolisa izloči skupaj s topilom, imidakloprid in diklofenak pa prav tako nista uporabna, saj 
njuna vrhova prekrivata vrhove nekaterih sestavin propolisa in bi bilo na ta način opazovanje 
le-teh oteţeno. Zaradi naštetega je primerjava s permeabilnostnimi koeficienti modelnih 
spojin moţna le na osnovi meritev v ločenih poskusih. Poskus na koţi smo zato izvajali samo 




5.4 Analiza rezultatov 
 
Pri analizi rezultatov smo ugotovili, da je v določenih FC v nekaterih časovnih točkah 
zaznana vrednost enaka 0 (masa spojine = 0), čeprav je bilo v predhodni časovni točki spojino 
moč zaznati. Teh točk na grafih zavoljo bolj preglednih rezultatov nismo upoštevali, saj so 
očitno nesmiselne. Morda je v nekaterih vzorcih prišlo do obarjanja preiskovanih sestavin 
propolisa. Poleg tega smo opazili, da pri nekaterih spojinah ne bo moţno podajati Papp, saj so 
bile zaznane koncentracije na akceptorski strani prenizke. V tem primeru smo rezultat podali 
kot maksimalni deleţ snovi, ki je prišla skozi koţo po določenem času. 
Ker lahko vsak vrh v kromatogramu predstavlja eno ali več spojin, smo jih označevali s 
kraticami. Spojina pri retencijskem času X je bila SX, pri čemer je lahko S spojina ali pa 
sestavina propolisa. Podrobnosti so prikazane v preglednici V.  
Podatki o FC ter podatki o donorskih koncentracijah so prikazani v PRILOGI.  
 




















5.5 SPOJINA PRI RT 12,845 (S12)  
5.5.1  Posušena tinktura (suh propolis) 
 
 
Slika 6: Masa spojine, ki je prišla skozi koţo iz posušenega propolisa v 24 urah 
 
Preglednica VI: Podatki za izračun Papp za S12 pri posušeni tinkturi (suh propolis) 









R 0,9523 0,9756 0,9708 0,9909  
J [ng/(h×cm
2









Papp (nm/s) 0,059 0,051 0,065 0,076 Ø 0,060 
 
Na sliki 6 je prikazano prehajanje neznane spojine oz. spojin iz posušene tinkture skozi koţo 
v različnih časovnih točkah. Vidimo, da lahko S12 detektiramo ţe v prvih treh urah. 
Naraščanje je za tovrsten poskus zelo linearno in lahko tudi potrdimo, da se s podaljševanjem 
časa meritve količina snovi v koţi veča vse do konca vzorčenja ob 24 urah. Če primerjamo 
podatke iz preglednice VI s podatki v preglednici VII vidimo, da je permeabilnostni 
koeficient manjši (0,06 cm/s) kot v primeru mazila (2,71 cm/s) in tinkture (2,46 cm/s) kot 
donorske raztopine. To je v skladu z našimi pričakovanji, saj v suhem propolisu ni etanola, ki 
je sicer znan kot pospeševalec penetracije skozi koţo, pa tudi sama koţa je omočena le iz 
akceptorske raztopine, kar pa verjetno ne zadošča za difuzijo iz posušenega ekstrakta na 























jih je v svoji diplomski nalogi z naslovom »Sočasno določanje permeabilnosti različnih spojin 
skozi koţo prašičjega uhlja iz vodne in oljne donorske raztopine« objavila Rozina Edita (14), 
ugotovimo naslednje: Papp vrednost za S12 (0,06 nm/s) je veliko manjša od Papp kofeina 
(7,52 nm/s v PBS oz. 15,6 nm/s v Miglyolu 812) in zelo primerljiva (0,06 nm/s) s 
permeabilnostnim koeficientom oksibenzona (0,09 nm/s v Miglyolu 812) s čimer lahko 
potrdimo, da S12 iz dane donorske raztopine zelo slabo prehaja koţo. Kofein je namreč 
spojina, ki sluţi kot indikator dobre, oksibenzon pa slabe permeabilnosti.  
5.5.2  Mazilo s propolisom 
 
 
Slika 7: Masa spojine, ki je prišla skozi koţo iz mazila  
 
Preglednica VII: Podatki za izračun Papp za S12 pri mazilu s propolisom 






 4,26 × 10
-7
  
R 0,9658 0,9829 0,7603 0,9709  
J[ng/(h×cm
2









Papp (nm/s) 1,87 2,12 2,42 4,46 Ø 2,71 
 
Kot vidimo iz slike 7, lahko opazovano spojino v akceptorskem mediju zaznamo šele po dobri 
uri. Zakasnjeno prehajanje je najverjetneje posledica sestave mazila, ki je drugačna od 























mazilu, kar lahko upočasni ali pa zakasni prehod skozi koţo. Opazimo lahko tudi večje 
razlike med posameznimi celicami. Vidimo, da je količina spojine v Franzovi celici št. 5 
veliko niţja od tiste v celici 8, čeprav gre za isto spojino in donorski medij. Do razlik znotraj 
enakega poskusa je verjetno prišlo zaradi koţe (različna debelina, morebitna poškodba 
koţe…), morda pa je bil tudi stik med donorsko raztopino v primeru mazila manj ponovljiv 
kot v primeru tinkture. Med analizo rezultatov pa smo ugotovili tudi, da je v določenih celicah 
prišlo do nelogičnih meritev, ki jih zaradi bolj smiselnih rezultatov nismo upoštevali. To je na 
primer vidno pri celici 7 (niz 7, točka 660), ko je masa spojine na akceptorski strani manjša 
kot eno časovno točko pred tem. V tem primeru je verjetno prišlo do napake pri odvzemanju 
akceptorskega medija ali pa je do takih rezultatov prišlo zaradi obarjanja. Povprečen Papp 

































Preglednica VIII: Podatki za izračun Papp za S12 pri tinkturi 
kd [g/h] 4,13 × 10
-7
 1,08 × 10
-6
 7,86 × 10
-7
 1,63 × 10
-6
  
R 0,9948 0,9954 0,9928 0,9911  
J[ng/(h×cm
2









Papp (nm/s) 1,03 2,73 1,91 4,18 Ø 2,46 
 
Iz slike 8 je razvidno, da je v vseh štirih celicah masa na akceptorski strani po 24 urah v 
velikostnem razredu 10
-5
 g, kar je več kot v primeru mazila in suhega propolisa. To pomeni, 
da S12 v največji količini koţo prehaja iz donorskega medija s tinkturo. Le-ta vsebuje največ 
etanola, ki je pospeševalec penetracije. Zaključimo lahko, da S12 iz tinkture dobro prehaja, 
povprečni Papp namreč znaša 2,46 nm/s. 
 
 
Slika 9: Povprečni Papp za S12 vseh treh oblik propolisa na donorski strani  
 
Če primerjamo povprečne Papp za S12 v vseh treh primerih, ugotovimo, da so v primeru 
mazila in tinkture razlike zanemarljive. Permeabilnost je v obeh primerih dobra in veliko 































5.6 Spojina pri RT 15,862 (S15) 
 
S15 smo Papp lahko določili le v primeru suhega propolisa. V primeru mazila na akceptorski 
strani nismo zaznali ničesar, torej S15 skozi koţo ne prehaja. V primeru tinkture kot 
donorskega medija pa koncentracije niso bile dovolj velike, da bi lahko izračunali Papp. 
Največja količina, ki smo jo zaznali na akceptorski strani, je znašala 0,08 mg, kar je več kot 
pri suhem propolisu, kjer je največja količina S15 na akceptorski strani znašala 0,02 mg. 
Preglednica IX: Podatki za izračun Papp za S15 pri suhem propolisu 


















 1,07 × 10
3
 6,89 × 10
2
  
Papp (nm/s) 0,069 0,038 0,087 0,056 Ø 0,063 
 
 
Slika 10: Masa spojine, ki je prišla na akceptorsko stran iz posušene tinkture 
 
Iz slike 10 je razvidno, da količina S15 linearno narašča in doseţe vrh po 24 urah, razen v 
primeru celice št. 2, kjer po 24 urah na akceptorski strani ni bilo moţno zaznati S15. Verjetno 
je prišlo do napake pri odvzemu vzorca ali analizi. Maksimalna količina S15 na akceptorski 
strani je znašala 0,02 mg, povprečen Papp pa 0,063, kar je skoraj enako povprečnemu Papp 














5.7 Spojina pri RT 29,483 (S29) 
 
S29 smo na akceptorski strani zaznali le v primeru suhega propolisa in tinkture. V primeru 
mazila spojina skozi koţo ni prehajala, zato smo celice 5, 6, 7 in 8 izločili.  
5.7.1 Suh propolis   
 
Na podlagi rezultatov smo izločili celico št. 3, ker po 24. urah poskusa spojine ni bilo mogoče 
zaznati na akceptorski strani. Povprečni Papp znaša 0,0000188 nm/s, kar je veliko manj kot v 
primeru istega donorskega medija pri RT12 in RT15 (0,06 nm/s). S29 zelo slabo oz. skoraj 
nič ne prehaja koţo. 
 
Preglednica X: Podatki za izračun Papp za S29 pri suhem propolisu  
kd [g/h] 2,20 × 10
-6
 1,49 × 10
-7
  / 2,22 × 10
-6
  
R 0,9631 0,5791  / 0,9980  
J[ng/(h×cm
2
)] 2,93 × 10
3
 1,99 × 10
2
  / 2,88E × 10
3
  






Iz preglednice XI lahko vidimo, da povprečen Papp znaša 0,00021 nm/s, kar je več kot v 
primeru suhega propolisa, vendar je ta številka kljub temu zelo majhna. Dermalna absorpcija 
je v tem primeru slaba, S29 zelo slabo prehaja koţo. 
 
Preglednica XI: Podatki za izračun Papp za S29 pri tinkturi  
kd [g/h] 4,18E × 10
1
 1,32 × 10
-5





R 0,9449 0,9979 0,8649 0,9691  
J[ng/(h×cm
2
)] 5,57 × 10
10
 1,79E × 10
4
 9,49 × 10
3
 8,54 × 10
3
  





Slika 11: Primerjava Papp dveh oblik propolisa na donorski strani (suh propolis in 
tinktura) 
5.8 Spojina pri retencijskem času 32,620 (S32) 
 
S32 smo na akceptorski strani zaznali le v primeru tinkture, zato smo celice 1, 2, 3, 4 ter 5, 6, 
7 in 8 izločili. Zaznana koncentracija na akceptorski strani je bila prenizka, da bi izračunali 
Papp. Največja količina S32, ki je v 24-ih urah prišla na akceptorsko stran je znašala 0,28 mg.  
 
5.9 Spojina pri retencijskem času 45,829 (S45) 
 
S45 smo na akceptorski strani zaznali v primeru mazila in tinkture, v primeru suhega 
propolisa pa ne, zato smo celice 1, 2, 3 in 4 izločili. Naknadno smo izločili tudi vse ostale 
celice – veliko odzivov je bilo enakih 0, kljub temu da vrednost v prejšnji časovni točki ni bila 
enaka 0. Poleg tega so odzivi naraščali in padali za več velikostnih razredov. Zaradi 






























5.10 Spojina pri retencijskem času 51,809 (S51) 
 
5.10.1 Suh propolis 
 
Preglednica XII: Podatki za izračun Papp za S51 pri  suhem propolisu 
kd [g/h] 8,06 × 10
-7
 1,15 × 10
-6
 2,55 × 10
-6
 9,73 × 10
-7
  
R 0,9947 0,9935 0,8918 0,7937  
J[ng/(h×cm
2
)] 1,08 × 10
3
 1,53 × 10
3
 3,45 × 10
3
 1,26 × 10
3
  
Papp (nm/s) 0,042 0,060 0,135 0,049 Ø 0,070 
 
Povprečen Papp za S51 znaša 0,070 nm/s. Kot ţe ugotovljeno v primeru vseh ostalih spojin, 
pri dani donorski raztopini S51 prehaja koţo v merljivih količinah, vendar je ta vrednost zelo 
nizka. Zaključimo lahko, da S51 iz suhega propolisa slabo prehaja koţo. 
5.10.2 Mazilo 
 
Preglednica XIII: Podatki za izračun Papp za S51 pri mazilu s propolisom 
kd [g/h] 3,58 × 10
-7
 1,99 × 10
-6
 2,28 × 10
-6
   
R 0,9544 0,9271 0,9497   
J[ng/(h×cm
2
)] 6,88 × 10
2
 2,66 × 10
2
 3,04 × 10
3
   
Papp (nm/s) 1,10 4,24 4,86  Ø 3,4 
 
Po pregledu rezultatov smo izločili celico 8, saj smo v roku 24-ih ur dobili samo 3 odzive, 
vmesni odzivi pa so bili enaki 0, zato sklepamo, da je prišlo do napake med meritvijo. Na 
podlagi ostalih treh meritev lahko potrdimo, da S51 iz mazila dobro prehaja koţo. Povprečen 
Papp znaša 3,4 nm/s. Če ta podatek primerjamo s podatkom za S12 iz preglednice XV 
ugotovimo, da sta povprečna Papp za isti donorski medij skoraj enaka. Iz mazila torej 









Preglednica XIV: Podatki za izračun Papp za S51 pri tinkturi 
kd [g/h] 2,11 × 10
-6
 1,60 × 10
-5
 2,82 × 10
-6
  
R 0,9481 0,9734 0,9647  
J[ng/(h×cm
2
)] 2,82 × 10
3
 2,16 × 10
4
 3,86 × 10
3
  
Papp (nm/s) 1,10 8,45 1,51 Ø 3,68 
 
Povprečen Papp smo izračunali iz rezultatov FC 9, 10 in 12. Celico 11 smo morali izločiti. 
Povprečen Papp je znašal 3,68 nm/s, kar je najvišji Papp celotnega poskusa. S51 iz tinkture 
dobro prehaja koţo.  
 
 
















































Suh propolis 0,060 0,060 0,0000188 0,070 
Mazilo 3,1 / / 3,4 
Tinktura 2,46 0,177 0,00012 3,68 
 
Primerjava SX 
V preglednici XV je prikazan pregled Papp vseh opazovanih SX (za katere je bilo moţno 
izračunati Papp) pri posameznih RT ter primerjava med njimi.  
S15 in S29 ni bilo mogoče zaznati na akceptorski strani v primeru mazila, kar pomeni, da 
koţe ne prehajata iz danega vehikla, medtem ko S12 in S51 koţo iz mazila prehajata. Sestava 
in tip vehikla sta odločilna faktorja pri sproščanju komponent - vehikel »odloči«, ali bo 
sestavina raztopljena ali suspendirana. Količina penetracije snovi je odvisna predvsem od 
fizikalno-kemijskih lastnosti aktivnih sestavin in fizikalne strukture vehikla. Če pogledamo 
rezultate iz študije, kjer so preučevali sproščanje fenolnih komponent iz posameznih vehiklov 
(hidrogel, krema v/o ter mazilo), ugotovimo naslednje: Hidrofilni gel je po 8 urah sprostil 
skoraj vse fenolne komponente, medtem ko jih je iz manj hidrofilne v/o kreme prišlo 22 %, iz 
mazila pa le 5 % (15). Fenolne spojine, ki predstavljajo velik deleţ vseh sestavin propolisa, so 
deloma lipofilne narave. Aktivne komponente z manjšo afiniteto do vehikla prehajajo koţo 
prej kot tiste z večjo afiniteto, torej bo vehikel z manjšo koncentracijo lipofilnih komponent 
(npr. hidrogel) sprostil fenolne komponente prej in bolj intenzivno, medtem ko bo mazilo 
zadrţevalo sproščanje bolj lipofilnih komponent v vodni akceptorski medij (15).  
Tudi prehod skozi koţo v primeru tinkture in suhega propolisa je slabši kot v primerjavi s 
spojinami S12 in S51. S12 in S51 sta v primeru mazila prišli na akceptorsko stran v zelo 
primerljivi vrednosti kot iz tinkture (povprečen Papp 3,1 nm/s v primerjavi s povprečnim 
Papp 3,4 nm/s). Najbrţ so spojine pri teh dveh RT manj lipofilne oziroma gre morda za zmes 
hidrofilnih in lipofilnih snovi. Najboljšo permeabilnost smo določili S51, sledijo pa ji S12, 
S15 ter S29. Slednja se je izmed vseh pokazala za najmanj permeabilno. Njen spekter (v 
primeru tinkture) smo primerjali s spektrom meritve referenčne raztopine pri enakem RT in 
dobili precejšnje ujemanje, medtem ko za ostale spojine kljub podobnostim v RT po 




Slika 13: Primerjava spektra S29 iz poskusa s spektrom 10 000× redčene tinkture 
(referenčna raztopina) 
 
Na sliki 13 je prikazana primerjava spektra S29 s spektrom pri enakem RT 10 000× redčene 
tinkture. Sklepamo, da je ena izmed komponent tega vrha derivat krisina in sicer krisin-5-
metileter (slika 14). Slednjega so identificirali v študiji, kjer so uporabili LC-MS sistem. 
Krisin spada med flavone - dokazana je njegova visoka koncentracija v medu, propolisu in v 
raznih rastlinskih izvlečkih (16). Kljub širokemu spektru delovanja je njegova biološka 
uporabnost omejena zaradi nizke topnosti v vodi (17). 
 













*DAD1, 29.083 (68.5 mAU,Apx) Ref=28.688 & 29.814 of C80000001.D
*DAD1, 29.160 (13.2 mAU, - ) Ref=28.786 & 29.801 of C80000005.D
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Primerjava donorskih medijev 
Mazilo s propolisom je brezvodna formulacija, namenjena regeneraciji suhe koţe na obrazu in 
telesu ter kot podpora pri zdravljenju opeklin in celjenju ran (5). Propolis v obliki mazila je 
tudi zelo učinkovit v primeru uporabe na sluznici, npr. omili oz. lajša izbruhe herpesa, mazilo 
pa je uporabno tudi za nego občutljivih dlesni (20). 
Mazilo s propolisom je torej namenjeno topikalni uporabi na koţi, za ponovno vzpostavitev 
bariere in kot zaščita pred zunanjimi dejavniki, varna in učinkovita pa je tudi njegova uporaba 
na sluznici. Če izmerjene vrednosti Papp v primeru mazila primerjamo s tistimi za kofein, ki 
so jih izmerili v prehodni diplomski nalogi (14), ugotovimo naslednje: Dobljene vrednosti 
Papp niso tako visoke kot za kofein (3,1 nm/s in 4,1 nm/s v primerjavi s 7,52 nm/s v Miglyolu 
812 oz. 15,6 nm/s v PBS). To je v skladu z našimi pričakovanji, saj je kofein spojina, ki zelo 
dobro penetrira v koţo. V enaki diplomski nalogi so preverjali tudi permeabilnost 
diklofenaka, ki so mu prav tako dokazali dobro permeabilnost, vrednosti Papp pa so tam 
znašale 2,86 in 2,04 nm/s. Ker ne vemo, katere sestavine predstavljajo S12 in S51, o varnosti 
uporabe mazila ne moremo govoriti. Ne glede na to lahko potrdimo, da S12 in S51 dobro 
prehajata v koţo iz mazila in je to še en razlog, da bi bilo smiselno ugotoviti, za katere 
sestavine gre.  
Takšni rezultati pa bi kljub nepoznavanju sestavin lahko spodbudili dvom o tem, ali izdelek s 
propolisom spada pod kozmetiko. Po uredbi 1223/2009 Evropskega parlamenta in sveta o 
kozmetičnih izdelkih, KAS lahko delujejo le na zunanje dele človeškega telesa (povrhnjico, 
lasišče, nohte, ustnice in zunanje spolne organe), zobe in na sluznico ustne votline (21). 
Prehajanja skozi koţo v tem smislu torej ne bi smelo biti, mejnih vrednosti permeabilnostnih 
koeficientov pa uredba seveda ne navaja. Vsekakor moramo poudariti, da smo sestavinam 
propolisa določili permeabilnostne koeficiente, primerljive s permeabilnostnimi koeficienti 
sestavin kozmetičnih izdelkov, za katere predpostavljamo, da skozi koţo ne prehajajo v 
pomembnem obsegu (npr. UV-filtri). Veliko trditev o farmakološkem delovanju propolisa še 
vedno ni potrjenih in zaradi pomanjkljivega znanja o njegovih komponentah ga za uporabo v 
zdravilih še ne priporočajo. Kljub tradicionalni uporabi je posebnost propolisa, kot v osnovi 
rastlinskega materiala ta, da ga nabirajo ţivali, s tem pa je izvor nedoločljiv. Vseeno propolis 
za lajšanje različnih teţav uporablja veliko ljudi po svetu. Ravno zaradi povečane uporabe 
propolisa v medicinske, kozmetične in druge namene se zahteva razvoj pristopov za 
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kvantitativno in kvalitativno določitev aktivnih komponent. Pri tem se, namesto preučevanja 
posameznih sestavin, večkrat preučuje skupine spojin. Sestavine s podobno kemijsko formulo 
in lastnostmi imajo podobno biološko aktivnost, zato se npr. preučuje flavonoide in fenolne 
skupine, flavanone/dihidroflavone ali flavone/flavonole. Tak način je bolj smiseln kot 
preučevanje posameznih komponent, poleg tega pa je bolj preprost in ponovljiv (22). Preden 
se bo propolis začel upravičeno uporabljati v terapevtske namene, bo torej potrebnih še veliko 
raziskav. 
Tinktura in suh propolis: Iz preglednice XV je razvidno, da se povprečen Papp v primeru 
tinkture giblje v enakem območju kot Papp pri mazilu. Tudi tukaj je permeabilnost dobra. 
Vsebnost etanola v takšni tinkturi je ogromna, etanol predstavlja večinski deleţ, kar lahko 
negativno vpliva na barierno funkcijo koţe in s tem vpliva na permeabilnost kemijskih 
substanc v koţo. Sestava vehikla torej vpliva tako na razpoloţljivost sestavin propolisa za 
difuzijo v koţo kot na njegovo razporeditev v plasti koţe (15). Verjetno je torej, da so visoke 
vrednosti Papp posledica etanola, ki je pospeševalec penetracije. Dobljeni rezultati sluţijo kot 
dobra primerjava z mazilom, poleg tega nam je omenjena tinktura omogočila opazovanje 
vrhov in računanje, saj smo na podlagi HPLC meritev iz tinkture lahko prišli do vsebnosti SX 
v mazilu – drugače do tega ne bi mogli priti, saj mazila nismo mogli direktno pomeriti s 
HPLC.  
Tekom dela smo dobili nekaj idej, ki bi jih lahko uporabili v naslednjih študijah. Ugotovili 
smo, da bi lahko enake teste izvajali na poškodovani koţi (tape strip), saj se propolis večkrat 
uporablja za nego razpokane, suhe koţe in herpesa, poškodovana koţna bariera pa se teţje 
brani pred dejavniki iz okolja, zato sklepamo, da bi bila permeabilnost skozi takšno koţo 
večja. Smiselna bi bila tudi primerjava permeabilnosti iz različnih poltrdnih vehiklov, na 
primer primerjava permeabilnosti iz kreme ter mazila. Farmacevtski in kozmetični poltrdni 
vehikli, namenjeni topikalni uporabi, lahko povečajo hidratacijo koţe, s tem ko zmanjšajo oz. 
preprečijo TEWL ali s tem, ko prispevajo deleţ vode iz vehikla. PAS, kot so emulgatorji, 
močljivci in solubilizatorji, lahko negativno vplivajo na barierno funkcijo koţe in s tem 
vplivajo na difuzijo substanc v koţo (15). V prihodnjih študijah s propolisom bi bilo torej 
smiselno preučevati tudi permeabilnost iz vehikla, ki bi mu dodali PAS.  Poleg tega bi bila 
smiselna tudi primerjava permeabilnosti propolisa skozi koţo s permeabilnostjo na sluznici, 
glede na to, da se propolis v kozmetiki uporablja tudi v pripravkih za nego ustne votline 





Za preučevanje permeabilnosti sestavin skozi koţo ne glede na to, za katere sestavine gre, je 
potrebno zagotoviti primerne pogoje pri izvajanju poskusa. Razvoj ustreznih analiznih metod 
je bistvenega pomena za pridobitev korektnih rezultatov. Zelo pomembna je izbira primerne 
kolone, prav tako pa tudi mobilne faze. Za delo s propolisom se največkrat uporabljajo C18 
kolone, mi pa smo pri primerjavi s C8 kolono ugotovili, da so bili s slednjo vrhovi lepše vidni. 
Za mobilno fazo smo brez teţav izbrali ACN in potrdili njegovo ustreznost pri poskusih s 
propolisom.  
Iz dobljenih rezultatov lahko zaključimo, da so nekatere sestavine propolisa dobro 
permeabilne. Najboljšo permeabilnost smo določili S51 iz tinkture, sledile pa so ji S12, S15 in 
S29. Čeprav nam sestavin ni uspelo identificirati, smo vseeno dokazali, da skozi koţo 
prehajajo.  
Po primerjavi permeabilnosti sestavin iz različnih donorskih medijev smo ugotovili, da 
sestavine koţo najbolje prehajajo iz tinkture, sledi pa ji mazilo. Prehajanje skozi koţo v 
primeru suhega propolisa je bilo zelo slabo. S tem smo dokazali, da ključno vlogo pri 
prehajanju sestavin skozi koţo iz tinkture igra etanol - ko ta po nanosu na koţo izhlapi (torej 
ko na koţi ostane le propolis), prehajanje skoraj ni več zaznavno.  
Glede na to, da se propolis uporablja v medicinske, kozmetične in druge namene, bi se bilo 
smiselno poglobiti v njegovo sestavo in poskusiti določiti bistvene sestavine. Povečana 
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9.1 Podatki o Franzovih difuzijskih celicah 
 
ŠT. FC 1 2 3 4 5 6 
V. akc. razt. [mL] 8,2 8,2 8,5 8,1 8,1 8,7 
Površina koţe [cm
2
] 0,75 0,75 0,74 0,77 0,52 0,75 
 
ŠT. FC 7 8 9 10 11 12 
V. akc. razt. [mL] 9,0 8,5 8,2 8,4 7,7 8,0 
Površina koţe [cm
2
] 0,75 0,73 0,75 0,74 0,77 0,73 
 
9.2 Podatki o donorskih koncentracijah 
 


































Primer za S12: opazovani vrh v celotnem kromatogramu predstavlja 1,484 %. V primeru 
suhega propolisa predpostavimo 100 % vsebnost propolisa po tem, ko etanol izhlapi, zato je 
izračunana vrednost x = 14,84 g/L (   
      
    
 × 1000). V primeru mazila izhajamo iz 
osnovne koncentracije ekstrakta 2,45 % (to so g/100 mL), torej x= 
            
    
 × 10 = 
0,3636 g/L. V primeru tinkture spet upoštevamo ekstrakt propolisa v tinkturi: 0,1 g/mL in 
dobimo x = 
               
    










Slika 15: Kromatogram, posnet s kolono Luna C18, 5 µM, 250 × 4,6 mm 
 
 
Slika 16: Kromatogram, posnet s kolono HYPERCLONE 3 µ BDS C18 130A, 150 × 4,6 
mm 



















































































































































Slika 17: Kromatogram, posnet s kolono Luna 3µ, C8 (2), 150 × 4,6 nm  
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